原发免疫性血小板减少症（ITP）是一种获得性自身免疫性疾病，目前主要认为是机体产生抗血小板自身抗体从而引发血小板破坏。除了体液免疫外，细胞免疫也参与发病[@b1]，ITP患者Thl/Th2比值增高，调节性T细胞（Treg）比例下降、Th17细胞比例增高[@b2]--[@b4]。IL-23和IL-17是T细胞分泌的促炎细胞因子，在机体中形成IL-23/IL-17轴发挥作用[@b5]。近年来研究发现IL-23/IL-17轴与系统性红斑狼疮（SLE）[@b6]、原发性胆汁性肝硬化[@b7]等自身免疫性疾病的发病密切相关。本研究中，我们观察了IL-23/IL-17及其受体的基因和蛋白在ITP患者中的表达，探讨IL-23/IL-17轴在ITP发病中的作用机制。

病例和方法 {#s1}
==========

1．病例：2013年1月至2014年12月间在我院就诊的45例初诊ITP患者纳入研究，其中男21例，女24例，中位年龄32（16\~62）岁，诊断符合文献[@b8]，且在确诊ITP前均未接受相关治疗。以同期30名健康体检者作为健康对照组。本研究获得本院医学科研伦理委员会批准，受试者均签署知情同意书。

2．标本采集：采集受试者治疗前外周枸橼酸钠抗凝血6 ml，采用密度梯度离心法分离出患者外周血单个核细胞（PBMC），置−80 °C保存。另抽取外周血2 ml，离心后收集上层血清，−80 °C保存。

3．实时荧光定量逆转录-聚合酶链反应（RT-PCR）检测PBMC IL-23p19、p40、IL-2p35、IL-23R、IL-12Rβ1、IL-12Rβ2、IL-17A、IL-17F基因表达：采用TRIzol法抽提细胞总RNA，将其逆转录为cDNA，−20 °C冰箱保存备用。采用Taqman探针技术，以18s rRNA为内参将逆转录得到的cDNA模板进行PCR扩增。各探针引物序列参考文献[@b7],[@b9]。PCR条件：50 °C 2 min；95 °C 10 min；95 °C 15 s，60 °C 1 min，循环45次。所有样本重复检测3次。定量PCR结果以2^−∆∆Ct^表示。$$\begin{matrix}
{\Delta\Delta\text{Ct} = \Delta\text{Ct}_{患者} - \Delta\text{Ct}_{对照}} \\
{\Delta\text{Ct} = \text{Ct}_{靶基因} - \text{Ct}_{管家基因}} \\
\end{matrix}$$

4．ELISA法检测血清IL-17和IL-23：ELISA试剂盒为美国eBioscience公司产品。操作按照说明书进行。

5．统计学处理：用GraphPad Prism 5.0软件对数据进行统计学分析。呈正态分布的资料以*x*±*s*表示。组间比较采用独立样本*t*检验。相关性分析采用Spearman相关分析。以*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．ITP患者外周血IL-23、IL-17及其受体mRNA的表达：ITP患者外周血PBMC中IL-23p19、p40，受体IL-23R、IL-12Rβ1，IL-17A、IL-17F mRNA表达较健康对照明显增高，相对表达量分别是健康对照组的5.58、2.13、4.20、2.45、4.29、2.50倍（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![原发免疫性血小板减少症（ITP）患者与健康对照组外周血单个核细胞（PBMC）IL-23/IL-17 mRNA相对表达水平比较（与健康对照组比较，\**P*\<0.05）\
A：IL-23p19、p40、IL-12p35；B：IL-23R、IL-12Rβ1、IL-12Rβ2；C：IL-17A、IL-17F](cjh-36-12-1035-g001){#figure1}

2．ELISA法检测ITP患者外周血IL-23、IL-17结果：ITP组外周血清IL-23蛋白表达高于健康对照组\[（198.70±94.56）ng/L对（50.72±22.97）ng/L，*t*=10.06，*P*\<0.001\]，血清IL-17表达高于健康对照组\[（85.25±21.97）ng/L对（11.39±4.27）ng/L，*t*=21.94，*P*\<0.001\]（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

![原发免疫性血小板减少症（ITP）患者外周血血清IL-23（A）和IL-17（B）表达（与健康对照组比较，\**P*\<0.05）](cjh-36-12-1035-g002){#figure2}

3．ITP患者外周血IL-23、IL-17与血小板水平的相关性分析：ITP患者外周血中IL-23表达与PLT呈负相关（*r*=−0.408，*P*\<0.01）（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。IL-17的表达量与PLT呈负相关（*r*=−0.464，*P*\<0.01）（[图4](#figure4){ref-type="fig"}）。血清IL-23与IL-17的表达呈正相关（*r*=0.496，*P*\<0.001）（[图5](#figure5){ref-type="fig"}）。

![45例原发免疫性血小板减少症患者外周血IL-23表达水平与血小板计数的相关性](cjh-36-12-1035-g003){#figure3}

![45例原发免疫性血小板减少症患者外周血IL-17表达水平与PLT的相关性](cjh-36-12-1035-g004){#figure4}

![45例原发免疫性血小板减少症患者外周血IL-23表达水平与IL-17表达水平的相关性](cjh-36-12-1035-g005){#figure5}

讨论 {#s3}
====

ITP的具体发病机制尚不清楚。目前主要认为是由于血小板生成减少和破坏增多导致。近年来人们注意到细胞免疫在ITP发病中也有重要作用，可能是部分ITP患者发病的主要原因。IL-23属于IL-12家族成员，由p19和p40亚单位组成的异二聚体，p19为IL-23所特有，p40是和IL-12共有。具有活性的二聚体IL-23主要表达于树突细胞和巨噬细胞等抗原提呈细胞[@b10]。IL-23被认为是产生IL-17的关键性启动因子，可诱导naive T细胞分化成Th17细胞，分泌IL-6和IL-17。IL-23在某些自身免疫性疾病中表达升高，包括类风湿性关节炎[@b11]、多发性硬化症、克罗恩氏病[@b12]等。IL-12和IL-23功能不同是由于受体不同，从而引起的下游信号的不同。IL-12Rβ1是p40的受体，而IL-23R、IL-12Rβ2分别是p19、p35的独特受体。IL-23与受体结合后分别激活下游的Jak2和Tyk2，活化的Jaks分子使受体胞内区的STAT3磷酸化，并以二聚体的形式入核，作用于下游靶基因转录[@b13]。我们研究发现，与健康对照组相比，ITP患者PBMC中p19及受体IL-23R mRNA增高最显著，IL-12Rβ1和p40 mRNA表达也增高，而IL-2p35和IL-12Rβ2变化差异无统计学意义，这说明ITP中IL-23的基因表达增加，增加的p40主要是由IL-23引起，也表明ITP患者中IL-23比IL-12作用更明显。

本研究中我们还发现ITP患者血清中IL-23蛋白水平表达明显高于正常对照组，这可能是由于ITP患者外周血中活化的树突细胞、巨噬细胞及血小板自身反应性T细胞产生的IL-23分泌到细胞外，血清中增多的IL-23可以诱导激活的CD4^+^记忆T细胞产生IFN-γ、IL-17等炎性细胞因子，同时还能通过树突细胞来活化和调节T细胞依赖的免疫应答，参与ITP免疫反应。

IL-17是Th17分泌的特征性细胞因子，在宿主抵抗胞外细菌、真菌感染的防御过程中起到了重要的作用。但是过度的IL-17反应又会引发自身免疫性疾病发病。近年来研究表明IL-17在类风湿性关节炎（RA）、实验性自身免疫性脑脊髓炎（EAE）和炎症性肠病（IBD）等多种自身免疫病中表达升高[@b14]，提示其在自身免疫病中有重要作用。本研究结果显示，基因IL-17A和IL-17F和血清IL-17表达均增高，与Rocha等[@b15]的研究结果基本一致。

本研究结果显示IL-23与IL-17表达具有相关性，这可能是由IL-23可以促进T细胞活化为Th17细胞，释放IL-17，导致血清IL-17表达增高。而与此同时，IL-17又可通过NF-κB和p38 MAPK信号途径促进IL-23的诱导表达。

总之，我们的实验结果提示ITP患者外周血IL-23/IL-17轴基因表达上调，血清中IL-23和IL-17表达上调，且血清IL-23和IL-17增高水平与PLT有一定的相关性，反映了ITP的严重程度及出血状况。然而，有关IL-23/IL-17在ITP中的作用机制还需要进一步研究。
